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In dieser Arbeit soll der Fragestellung nachgegangen werden, ob der extrinsische 
Apoptoseweg bei der mittels mechanischer Dehnung von Typ II – Pneumozyten 
provozierten Zellschädigung eine Rolle spielt. Bei den unter in-vitro Bedingungen 




















Abkürzungsverzeichnis ........................................................................................... 4 
 
1. Einleitung .............................................................................................................. 6 
 
   1.1          Die Apoptose................................................................................ 6 
      1.1.2           Überblick ...................................................................................... 6 
      1.1.3                Der intrinsische Apoptoseweg ...................................................... 7 
      1.1.4                Der extrinsische Apoptoseweg ..................................................... 7 
      1.1.5                FAS-Rezeptor-System................................................................ 10 
         1.1.5.1          FAS-Rezeptor (CD95 / Apo-1) .................................................... 10 
         1.1.5.2          FAS Ligand (CD95L) .................................................................. 11 
         1.1.5.3          FADD (Mort1) ............................................................................. 11 
      1.1.6                TNF-α-Rezeptor-System............................................................. 12 
      1.1.7                Typ I und Typ II Apoptose........................................................... 14 
   1.2                      Die Apoptose von aleveolären Epithelzellen (Typ II-Zellen)........ 14 
   1.3                      Beatmungsinduzierte Lungenschädigung................................... 15 
      1.3.1                 Akutes Lungenversagen (ALI / ARDS) ....................................... 15 
      1.3.2                Ventilator-Induced Lung Injury (VILI) .......................................... 16 
      1.3.3                Einfluss von mechanischer Dehnung auf alveoläre Typ II-Zellen.16 
 
2. Zielstellung der Arbeit........................................................................................ 18 
 
3. Materialien und Methoden ................................................................................. 20 
 
   3.1                     Materialien ................................................................................... 20 
      3.1.1               Lösungen, Puffer und Gele .......................................................... 20 
      3.1.2               Zellkulturmedien .......................................................................... 23 
      3.1.3               Chemikalien und Reagenzien ...................................................... 23 
      3.1.4               Antikörper und Kommerzielle Assays / Kits ................................. 25 







   3.2                     Methoden..................................................................................... 27 
      3.2.1               Isolierung und Kultivierung der alveolären Typ II-Zellen .............. 27 
      3.2.2               Mechanische Dehnung der alveolären Typ II-Zellen.................... 29 
      3.2.3               Gewinnung der Proben................................................................ 31 
      3.2.4               Proteinbestimmung...................................................................... 31 
      3.2.5               Annexin- / PI-Markierung ............................................................. 32 
      3.2.6              Caspase-8 Bestimmung mittels Immun-Assay ............................. 32 
      3.2.7              TNF-α und FAS-L Bestimmung aus Überständen mittels ELISA.. 33 
      3.2.8              FAS, FAS-L und FADD Bestimmung mittels Western-Blot ........... 34 
         3.2.8.1        Herstellung von zytosolischen Zelllysaten .................................... 34 
         3.2.8.2        Western Blot ................................................................................. 35 
            3.2.8.2.1  Elektrophorese.............................................................................. 35 
            3.2.8.2.2  Blotting.......................................................................................... 35 
            3.2.8.2.3  Immunodetektion .......................................................................... 36 
            3.2.8.3.4  Densitometrie................................................................................ 37 
      3.2.9              Statistische Auswertung................................................................ 38 
 
 
4. Ergebnisse .......................................................................................................... 39 
 
   4.1.                   Nachweis der Apoptose von gedehnten Typ II-Pneumozyten ...... 39 
   4.2                    Nachweis von TNF-α im Zellüberstand......................................... 42 
   4.3                    Nachweis von FAS-L (CD95L)...................................................... 44 
      4.3.1              Zellüberstand ................................................................................ 44 
      4.3.2              Intrazellulär ................................................................................... 44 
   4.4                    Nachweis von FAS (CD95) ........................................................... 47 
   4.5                    Nachweis von FADD..................................................................... 49 
   4.6                    Nachweis der Caspase-8-Aktivität ................................................ 51 
 
 
5. Diskussion .......................................................................................................... 52 
 
   5.1                 Apoptoseinduktion nach unphysiologischer Dehnung ..................... 52 
   5.2                 Signifikante Konzentrationserhöhung von Caspase-8 ..................... 54 
   5.3                 Expression von Markern der extrinsischen Apoptose ...................... 55 




6. Zusammenfassung ............................................................................................. 59 
 
7. Literaturverzeichnis............................................................................................ 61 
 
8. Abbildungsverzeichnis ...................................................................................... 67 
 
9. Erklärung über die eigenständige Abfassung der Arbeit................................ 69 
 
10. Danksagung ...................................................................................................... 70 
 










ACE Angiotensin-konvertierendes Enzym 
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Die Apoptose, auch als programmierter Zelltod bezeichnet, wurde erstmals 1972 vom 
australischen Wissenschaftler Kerr und seinen schottischen Kollegen Wyllie und 
Currie beschrieben. Der Name entstammt dem Griechischen, und beschreibt mit Apo 
(weg von etw.) und Ptosis (fallen) das Abfallen des Laubs vom herbstlichen Baum 
(Johnson 2006). Die Apoptose ist ein wichtiger Regulationsmechanismus der 
Zellhomöostase: Die Apoptose einer Zelle dient der aktiven Gewebsmodellierung wie 
z.B. der Fingerbildung während der Embryonalentwicklung (Haanen und Vermes 
1996) oder sie ist Teil der Zelldifferenzierung von Stammzellen bei der Regeneration 
von Blutzellen, Haut, Darm und Uterus. Zudem erfolgt sie als Antwort auf toxische, 
physikalisch-chemische, oder mechanische Reize. 
Eine Störung der Apoptose und dem einhergehenden Missverhältnis von Überleben 
und Tod einer Zelle spielt vor allem bei der Entstehung von Tumoren eine 
entscheidende Rolle. 
Die Apoptose verläuft nach einem festen, auf genetischer Ebene determiniertem 
Schema: Nach Verlust der Zellintegrität erfolgt eine Schrumpfung der Zellorganellen 
und des Zellplasmas, das Chromatin kondensiert, und die DNA wird enzymatisch 
fragmentiert. Anschließend stülpt sich die Zellmembran ein, und das entstandene 
Vesikel (apoptotic body) wird phagozytiert, ohne das ein Entzündungsgeschehen 
ausgelöst wird (Renehan et al. 2001; Jacobson et al. 1997) 
Durch diese Morphologie grenzt sich die Apoptose von der Nekrose ab, welche mit 
einer Schwellung der Zelle einhergeht, welche letztendlich zum Zerplatzen führt und 
mit dem Auslösen einer Entzündungsreaktion einhergeht. 
Der Verlauf der Apoptose wird in einen extrinsischen und einen intrinsischen Weg 
unterteilt, wobei beide Wege nicht klar voneinander abzugrenzen sind (Kantari und 
Walczak 2011). Im Verlauf beider Wege kommt es zur Aktivierung von Aspartat-
spezifischen Cystein Proteasen, den Caspasen, welche die Fragmentierung der Zelle 




1.1.3 Der intrinsische Apoptoseweg 
 
Der intrinsische Weg der Apoptose wird nach einem Entzug von Wachstumsfaktoren 
(Dremier et al. 1994), nach oxidativem Stress (Lin et al. 2004),  und vor allem nach 
physikalisch-chemischen Einflüssen wie toxisch-, thermisch- und 
strahlungsinduzierten Zellschäden induziert (Spierings et al. 2005). Auch die in dieser 
Arbeit untersuchte dehnungsinduzierte Zellschädigung kann Auslöser des 
intrinsischen Apoptosewegs sein (Boccafoschi et al. 2010; Liao et al. 2004).  
Bei der intrinsischen Apoptose kommt es initial zu einer intrazellulären 
Phosphorlyierung pro-apoptotischer Proteine der BCL-2-Familie, entweder durch das 
Einwirken der schädlichen Noxen direkt, oder indirekt über das nach DNA-Schäden 
vermehrt exprimierte Protein p53 (Ruvolo et al. 2001). In dieser phosphorylierten 
Form triggern sie eine Permeabilisierung der äußeren Mitochondrienmembran. Es 
kommt zur Freisetzung von Cytochrom C und weiteren pro-apoptotischen Proteinen 
ins Zytosol. Diese aktivieren nun über die aktivierte Pro-Caspase 9 die Caspase 3, 
welche letztendlich die enzymatische Zellfragmentierung vollzieht (s. Abb. 1) 
 
 
1.1.4 Der extrinsische Apoptoseweg 
 
Der extrinsische Apoptoseweg beruht auf einer Interaktion von pro-apoptotischen 
Liganden mit ihren zugehörigen Rezeptoren an der Zellmembran. Nach 
intrazellulärer Synthese von Ligand und Rezeptor erfolgt deren Translokation in 
Vesikeln vom Golgi-Apparat an die Zellmembran. Dort erfolgt deren 
transmembranöse Exprimierung, welche zu einer autokrinen, also gegen sich selbst 
oder gegen benachbarte, typgleiche Zellen gerichteten Apoptoseinduktion führt 
(Csipo et al. 1998). Zudem können u.a. aktivierte T-Zellen des Immunsystems mit 
Hilfe von Metalloproteinasen diesen transmembranösen Liganden abspalten, und so 
durch dessen lösliche und abgeschwächte Form die Apoptose parakrin, also über 
kurze Distanz auch an typfremden Zellen einleiten (Scholl 2009; Santis et al. 1992; 
Kavurma und Khachigian 2003; Powell et al. 1999). So ist die extrinsische Apoptose 
vor allem ein Weg des Immunsystems, um bestimmte Zellen gezielt zu eliminieren 
(Nagata 1997; Krammer 2000).  
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Sowohl Liganden als auch Rezeptoren der extrinsischen Apoptose gehören zu der 
Gruppe der „TNF-Superfamilie“ und liegen als Transmembranprotein oder in einer 
löslichen Form vor.  
Die Familie dieser so genannten „Todesrezeptoren“ beinhaltet sechs Mitglieder: TNF-
Rezeptor-1 (TNF-R-1), Fas (CD95, APO-1), DR3 (TRAMP, APO-3), Death Receptor 
4 (APO-2, TRAIL-1), Death Receptor 5 (DR5, TRAIL-2) und Death Receptor 6 (DR6).  
 
Der TNF-Rezeptor-1 und der FAS-Rezeptor mit ihren zugehörigen Liganden TNF-α 
und FAS-L gehören zu den am besten erforschten Systemen und sollen deshalb in 

































Abb. 1: Vereinfachter Überblick über den extrinsischen und intrinsischen 
Apoptoseweg.  
Die extrinsische Apoptose beginnt nach Rezeptorbindung. Die intrinsische Apoptose 
beginnt autonom, u.a. nach DNA-Schäden, kann aber auch durch die extrinsisch 
aktivierte Caspase-8 über das Adaptermolekül Bid induziert werden. Die Endstrecke 










Bei einer über den FAS-Rezeptor induzierten Apoptose formiert sich nach 
extrazellulärer Rezeptor-Ligand-Interaktion an der intrazellulären Seite der 
Zellmembran ein so genannter DISC-Komplex, u.a. bestehend aus den 
Adapterproteinen FADD und Pro-Caspase-8 (Peter und Krammer 2003). Diese 
Interaktion führt zur Aktivierung der (Initiator-) Caspase 8, welche wiederum die 
(Effektor-) Caspase 3 aktiviert. Diese proteolytische Kaskade führt letztendlich zur 
vollständigen Zellapoptose.  
 
 
1.1.5.1 FAS-Rezeptor (CD95 / Apo-1) 
 
FAS bedeutet „Fibroblast associated“. Der Rezeptor wurde erstmals 1989 mit Hilfe 
von Antikörpern entdeckt, welche Tumorzelllinien gezielt zerstören konnten (Trauth et 
al.). Im Jahre 1995 wurde dann erstmals die apoptose-induzierende Interaktion mit 
seinem zugehörigen FAS-Liganden nachgewiesen (Brunner et al.). Der FAS-
Rezeptor besteht insgesamt aus 355 transmembranen Aminosäuren mit einem 
Gesamtgewicht von 43 kDa – 50 kDa. Der extrazelluläre und cysteinreiche Teil 
besteht dabei aus 156 AS und bindet den FAS-Liganden, der transmembrane Teil 
besteht aus 20 AS und das intrazelluläre Segment aus 144 AS, welches als 
Todesdomäne fungiert und Adaptermoleküle wie FADD bindet.  
Durch alternatives Splicing kann es neben der membrangebundenen Form ebenfalls 
zu der Entstehung einer löslichen Form des FAS-Rezeptors kommen (sFAS, 26 
kDA). Diese lösliche Form bindet ebenfalls an den FAS-Liganden, jedoch ohne die 
Initiation der apoptotische Kaskade auszulösen. Somit wirkt sFAS anti-apoptotisch 










1.1.5.2 FAS Ligand (CD95L) 
 
Der FAS Ligand (FAS-L, CD95L) hat ein Gewicht von 40 kDa und ist 281 
Aminosäuren lang. 80 AS befinden sich im Zytoplasma, 22 AS liegen 
transmembranös vor und 179 im extrazellulären Areal.  
Durch proteolytische Spaltung durch die Metalloproteinase-7 an der Zellmembran 
kommt es auch hier zu der Entstehung einer löslichen Form (sFas-L, 26 kDa) (Powell 
et al. 1999), deren Bindung mit dem FAS-Rezeptor jedoch nicht die apoptotische 
Potenz besitzt wie die Bindung der membrangebunden Form des FAS-Liganden mit 
dem zugehörigen FAS-Rezeptor (Suda et al. 1997). 
 
 
1.1.5.3 FADD (Mort1) 
 
FADD (Fas-associated-Death-Domain; MORT1) hat ein Gewicht von 27 kDa, eine 
Länge von 208 Aminosäuren und kommt ubiquitär in hohen intrazellulären 
Konzentrationen in fast allen Geweben vor (Chinnaiyan et al. 1995). Nach Bildung 
von Ligand/Rezeptor-Komplexen gelangt es an die Zellmembran (Kischkel et al. 
1995). Etwa 70 Aminosäuren am C-terminalen Ende des Moleküls bilden die 
Todesdomäne (DD), welche die Bindung zur intrazellulären Todesdomäne des 
Rezeptors herstellt. Die 76 AS am N-terminalen Ende stellen die 
Todeseffektordomäne dar (DED), welche die Pro-Caspase 8 an den Rezeptor-
Komplex (DISC) rekrutiert (s. Abb. 2). 
FADD spielt sowohl bei der FAS, TNF-α, DR4 und DR5 vermittelten 
Apoptosekaskade eine entscheidende Rolle (Micheau und Tschopp 2003; Kischkel 
et al. 2000) und kann somit als universelles Adaptermolekül der extrinsischen 












Der TNF-α-Rezeptor-1 unterscheidet sich vom FAS-Rezeptor. Er vermittelt neben 
pro-apoptotischen Signalen hauptsächlich pro-inflammatorische, aber auch anti-
apoptotische Signale (Locksley et al. 2001; Varfolomeev und Ashkenazi 2004).  
An der intrazellulären Todesdomäne des Rezeptors kommt es zunächst zur 
Anlagerung von TRADD und weiteren Adaptermolekülen (Lavrik et al. 2005).  
Einzig nach Inhibition des Transkriptionsfaktors NF-κB folgt (Analog zum FAS-
Signalweg) eine proapoptotische Kaskade unter Beteiligung von FADD und Pro-
Caspase-8. Bei Anwesenheit von NF-κB kommt es ansonsten zu einer Apoptose-
Inhibition (Micheau und Tschopp 2003) (s. Abb. 2). 
Studien zeigten, dass Typ II-Pneumozyten TNF-α sezernieren und eine pro-
inflammatorische Funktion ausüben, indem sie im Zuge der Chemotaxis 
Makrophagen anlocken (McRitchie et al. 2000). Weitere Untersuchungen zeigten 
eine TNF-α induzierte Apoptose von Typ II-Pneumozyten in Anwesenheit von 


























Abb. 2: Vereinfachte Darstellung der rezeptorvermittelten Apoptose über 
FAS/FAS-L und TNF-α. 
Kommt es nach TNF-α-Aktiverung zu einer NF-kB Inhibition, wird ein pro-
apoptotischer Weg eingeschlagen, welcher analog zum FAS/FAS-L-Weg über eine 












1.1.7 Typ I und Typ II Apoptose 
 
Kantari und Walczak (2011) differenzierten die extrinsische Apoptose weiter in eine 
Typ I und eine Typ II Apoptose: 
Während der Typ I Apoptose kommt es nach Ligand/Rezeptorbindung zu einer 
überschießenden DISC-Bildung und einem raschen Anstieg von Caspase-8 im 
Zytosol, was unmittelbar zur Zellapoptose führt. 
Während einer Typ II Apoptose kommt es nach Todesrezeptoraktivierung nur zu 
einer schwachen DISC-Bildung und einer schwachen Caspase-8 Rekrutierung am 
Rezeptor. Über die Caspase-8 induzierte Aktivierung von BID (s. Abb. 1) übernimmt 
hier im weiteren Verlauf der mitochondriale, intrinsische Weg den Apoptosevollzug. 
Welcher dieser beiden Apoptosetypen bevorzugt abläuft, hängt vom Zelltypus ab. 
Über Typ II-Pneumozyten gibt es dahingehend noch keine Untersuchungen. 
 
 
1.2 Die Apoptose von aleveolären Epithelzellen (Typ II-Zellen) 
 
Alveoläre Typ II–Zellen machen ca. 15% aller Lungenzellen aus (Crapo et al. 1982). 
Sie synthetisieren den Lungensurfactanten und sind durch ihre Fähigkeit, sich in Typ 
I – Zellen zu differenzieren, entscheidend an der Regeneration des Lungengewebes 
beteiligt (Adamson und Bowden 1974; Phelps und Floros 1998). Zudem haben 
alveoläre Typ II-Zellen durch ihre Fähigkeit zur Phagozytose sowie zur 
Zytokinausschüttung einen wichtigen Anteil an pulmonal-immunologischen 
Prozessen (Wright 2004).  
Die Apoptose von alveolären Typ II-Zellen wurde nach beatmungsinduzierter 
Lungenschädigung, Ischämie und akuten Lungenverletzungen beobachtet 
(Hammerschmidt et al. 2004; Lu et al. 2005, Tang et al. 2008). Zudem spielt die 
Apoptose bei der Pathogenese von Acute Lung Injury (ALI) und Acute Respiratory 






Als Auslöser der Apoptose gelten Alveolarmakrophagen und eingewanderte 
neutrophile Granulozyten, welche pro-apoptotische Zytokine ausschütten und somit 
parakrin den extrinsischen Apoptoseweg über FAS/FAS-L induzieren können (Mizuta 
et al. 2008; Thorley et al. 2007; Galani et al. 2010).  
Nach hyperoxischem Stress kommt es ebenfalls zum Zelltod von Typ II-
Pneumozyten, vermittelt über den intrinsischen Apoptoseweg (Bhandari et al. 2006). 
 
 
1.3 Beatmungsinduzierte Lungenschädigung 
 
1.3.1 Akutes Lungenversagen (ALI / ARDS) 
 
Das akute Lungenversagen (ALI) ist definiert als das plötzliche Auftreten von 
niedrigen Sauerstoffpartialdrücken (PaO2/FiO2< 300 mmHg), bilateralen pulmonalen 
Infiltraten im Röntgen-Thorax und dem Ausschluss einer Linksherzinsuffizienz als 
Ursache. Kommt es im weiteren Verlauf zu einem weiteren Abfall des 
Sauerstoffpartialdrucks unter 200 mmHg spricht man von einem Acute Respiratory 
Distress Syndrome (ARDS) (Herold 2009, Ware und Matthay 2000). 
Nach neuester Definition wird jedoch nicht mehr zwischen ARDS und ALI 
unterschieden, es wird lediglich, je nach Oxygenierungsleistung der Lunge, in eine 
milde, moderate oder schwere Form von ARDS unterteilt (Ranieri et. al 2012). 
Akutes Lungenversagen hat eine Inzidenz von 80/100.000 und eine hohe 
Mortalitätsrate von etwa 38,5 % (Rubenfeld et al. 2005). 
Als Ursache kommt eine direkte Lungenschädigung in Folge von Aspirationen oder 
Intoxikationen in Frage, oder die indirekte Schädigung durch Polytrauma, 
Verbrennung, Schock oder, wie in denn allermeisten Fällen, durch eine 
Lungensepsis.  
Hier sind es bakterielle Endo- und Exotoxine die massive inflammatorische Kaskaden 
in Gang setzen. In deren Folge kommt es durch Untergang der alveolären Typ II-
Zellen zu Lungenödemen, Perfusions- und Ventilationsstörungen, bis hin zu ARDS 
und einem Multiorganversagen. Die Therapie des akuten Lungenversagens besteht 
zum einen aus der Beseitigung der Ursachen (Schockbeseitigung, Beseitigung 
toxischer Noxen, Eindämmung der Bakteriämie). Zum anderen erfolgt eine 




1.3.2 Ventilator-Induced Lung Injury (VILI) 
 
Die beatmungsassoziierte Lungenschädigung (VILI) ist eine häufige Komplikation bei 
der Therapie von Patienten mit akutem Lungenversagen (Acute Lung Injury / Acute 
Respiratory Distress Syndrome) (Tremblay und Slutsky 2006). In Folge der Therapie 
mittels lungenprotektiver Beatmung entwickeln vor allem stark vorbelastete Patienten 
auf dem Boden einer Lungensepsis oder Pneumonie eine VILI. 
Die Ursachen von VILI sind in erster Linie die durch Tidalvolumina und 
Beatmungsdrücke induzierten inflammatorischen Prozesse auf molekularer Ebene, 
welche  zu Lungenödem und Multiorganversagen führen können (Ranieri et al. 
2000).  
Auch auftretende Scherkräfte zwischen atelektatischen, unbelüfteten Arealen und 
gesunden Arealen können zu Mikrorissen führen (Mead et al. 1970). Insgesamt 
kommt es, als Antwort auf die physikalische Beanspruchung im Sinne der so 
genannten Mechanotransduktion, nachgewiesenermaßen zu einer Zunahme von 
proinflammatorische Zytokinen wie IL1-ß, IL-6, IL-8, IL-10 und Apoptosemediatoren 
wie TNF-α im Gewebe (Imai et al. 1999; Ranieri et al. 1999; Tremblay et al. 1997).  
Es folgt der Zelluntergang des Lungenepithels in Form von Apoptose und Nekrose, 
deren genauen biochemischen Ursachen und Abläufe bislang nicht hinreichend 
erforscht sind und Gegenstand dieser Arbeit sind.  
Durch Verringerung von zu hohen Beatmungsparametern, der Zuführung eines 
positiven endexspiratorischen Drucks (PEEP), aber auch durch medikamentöse 
Therapie kann der Entstehung einer VILI entgegengewirkt werden (Naik et al. 2001; 
Ranieri et al. 1999). 
 
 
1.3.3 Einfluss von mechanischer Dehnung auf alveoläre Typ II-Zellen. 
 
Die alveolären Typ II-Zellen sind durch ihre Fähigkeit, sich direkt in Typ I-Zellen zu 
transdifferenzieren indirekt an der Barrierefunktion des Lungenepithels und somit am 
alveolären Gasaustausch beteiligt (Fehrenbach et al. 1999). Zudem ist erst durch die 




Oberflächenspannung der gesamten Lunge herabsetzt, der gesamte physiologische 
Respirationszyklus mit Relaxation und zyklischer Dehnung möglich (Morgenroth und 
Newhouse 1988).  
Die physiologische, mechanische Dehnung im Sinne normaler Atemtätigkeit induziert 
die Bildung von Phospholipiden, die Calciumfreisetzung (Wirtz und Dobbs 1990) und 
die Produktion des Surfactanten (Wirtz und Dobbs 2000).  
Unphysiologische Dehnung und mechanischer Stress in Folge von künstlicher, 
intensivmedizinischer Beatmung kann hingegen das Lungengewebe schädigen. In 
vitro Untersuchungen zeigten, dass verstärkte Dehnung von alveolären Typ II-Zellen 
zur Nekrose und zur Apoptose führen, und somit eine akute Lungenschädigung  
ausgelöst werden kann: In Abhängig der Dehnungsfrequenz [min¯ ¹] und 
Dehnungsamplitude konnte vor allem nach kurzzeitiger Dehnung mit hoher Frequenz 
und hoher Amplitude vermehrte LDH Ausschüttung und somit Nekrose 
nachgewiesen werden (Hammerschmidt et al. 2004).  
Ebenfalls konnte diese Forschungsgruppe eine erhöhte Caspase-8-Aktivität nach in 
vitro Dehnung von alveolären Typ II-Zellen messen, welche Hinweise auf eine 
extrinsische Apoptose lieferten.  
Zugleich wurde eine Schwächung des PI3K-Akt-Bad Signalweges durch zyklische 
mechanische Dehnung von Typ II-Pneumozyten nachgewiesen (Hammerschmidt et 
al. 2007): Dieser Signalweg ist für die Aufrechterhaltung der intrazellulären 
Konzentration der anti-apoptotischen Proteine BCL-2 und BCL-XL verantwortlich, 
welche die Mitochondrienmembran stabilisieren und deren Fehlen somit eine 
intrinsische Apoptose auslöst.  
Zudem steht das Mitochondrium in Kontakt zum gedehnten Zytosklett, wodurch es in 
Folge dehnungsinduzierter Permeabilitätsänderungen in Typ II-Pneumozyten zur 
Radikalfreisetzung kommt, welche ebenfalls eine intrinsische Apoptose induzieren 
(Ali et al. 2006).  
Eine Hemmung der Apoptose konnte in mehreren Untersuchungen durch den 
Einsatz von ACE-Hemmern, VEGF, und L-Arginin  erzielt werden (Hammerschmidt et 
al. 2004; Kuhn et al. 2010). 
Zielstellung der Arbeit 
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2. Zielstellung der Arbeit 
 
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, herauszufinden, ob der extrinsische Apoptoseweg 
bei der dehnungsinduzierten Zellschädigung der alveolären Epithelzellen vom Typ II 
eine Rolle spielt. 
Mechanische Beatmung spielt in der Therapie von akutem Lungenversagen / ARDS 
eine wichtige Rolle, kann aber selbst im Sinne eines Circulus Vitiosus durch die  
erhöhten Beatmungsdrücke und Tidalvolumina die pulmonalen Komplikationen 
weiter verstärken. Die intensivmedizinische Beatmung führt neben der rein 
mechanisch induzierten Zerstörung der Zellintegrität zu einem, auf der Theorie der so 
genannte Mechanotransduktion beruhenden, Zelluntergang. Dieser vollzieht sich auf 
molekularer Ebene in einer inflammatorischen Umgebung als Nekrose und Apoptose 
der alveolaren Epithelzellen. Durch bessere Kenntnisse der genauen biochemischen 
Mechanismen der Apoptoseinduktion könnte man den voranschreitenden 
Zelluntergang des Lungenepithels und die daraus resultierenden 
Folgekomplikationen gezielt therapeutisch beeinflussen. 
Da es bereits Hypothesen und Hinweise gibt, dass es im Zuge der mechanisch-
induzierten Alveolarzellschädigung zu einer Apoptose über den intrinsischen Weg 
kommt, sollen in der vorliegenden Arbeit die klassischen Marker der 
rezeptorvermittelten, also extrinsischen Apoptose untersucht werden. 
 
Bei den in in-vitro Bedingungen durchgeführten Versuchen wurden frisch isolierte 
alveoläre Epithelzellen (Typ II) der Sprague-Dawley-Ratte und Zellen der humanen 
Tumorzelllinie H1299 untersucht.  
Die Zellen wurden auf speziellen 6-Well-Platen mit elastischem Silikonboden 
ausgesät und über Nacht zum Adhärieren im Brutschrank belassen. Mit Hilfe der 
Flexercell®-Dehnmaschine (FX 3000™) wurde der gebildete Zellmonolayer bei 40 
Zyklen pro Minute und mit einer Flächenzunahme der Silikonmembran von 30% (S 
40/30) equibiaxial gedehnt. Anschließend wurden die Zellen und der 
Zellkulturüberstand auf die spezifischen Markern des extrinsischen Apoptoseweges 
(TNF-α, FAS, FAS-L, FADD, Caspase 8) hin untersucht und mit den Ergebnissen 
statischer Zellen verglichen. 
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Folgende Fragen sollen dabei konkret untersucht werden: 
 
1. Welche Marker einer rezeptorvermittelten, extrinsischen Apoptose (TNF-α, FAS, 
FAS-L, FADD, Caspase 8) können in unphysiologisch, mechanisch gedehnten, 




2. Wie verändern sich diese Marker in den Zellen unter Dehnung im Vergleich zu 
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3.1.1 Lösungen, Puffer und Gele 
 
• With – Lösung 
Glucose 0,348 g 
0,9% NaCl 300    ml 
KCl 0,15 M 12      ml 
CaCl2 0,11 M 6        ml 
MgSO4 0,15 M 3        ml 
PO4-Puffer 0,1 M, pH 7,4 9        ml 
Aqua dest 14,4   ml 
HEPES(N-2-Hydroxyethylpiperazin-N´-2-
Ethansulfonsäure ) 
0,2 M, pH 7,4 
3,6     ml 
 
• Without – Lösung 




0,9% NaCl 200    ml 
KCl 0,15 M 8        ml 
PO4-Puffer 0,1 M, pH 7,4 6        ml 
Aqua dest 9,6     ml 
HEPES-Puffer 0,2M, pH 7,4 2,4     ml 
 
• DNAse I-Lösung 
DNAse (DNA - Desoxyribonukleinsäure) 0,002 g 
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• Elastase – Lösung 
Elastase 0,01     g  
Trypsin 0,0025 g 
With - Lösung 40        ml 
 
• Crystal – Violett – Lösung 
Crystal – Violett 50   mg 
Eisessig 0,5  ml 
Aqua Dest. 100 ml 
 
• Zytosolischer Lysispuffer 
HEPES  50   mM 
NaCl 200 mM 
EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure) 1     mM 
EGTA  2,5  mM 
Glycerin 10  % 
Tween (Polysorbate) - 20 0,1 % 
ß - Glycerophosphat 10   mM 
NaF (Natriumfluorid) 1     mM 
Na3Vo4 (Trinatriumvanadattrihydrat) 2     mM 
DTT (Dithiothreitol) 10   µg/ml 
PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) 1     µg/ml 
Leupeptin 1     µg/ml 
 
• Versuchsplattenbeschichtung 
Fibronectin 50    µl/ml 
Pronectin 10    µl/ml 
PBS 900  µl/ml 
 
• Ig-G Plattenbeschichtung 
Ratten IgG (Immunglobulin) 0,03 g 
Tris – Puffer (Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan ) 0,05 M, pH 9,4 
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• Western-Blot Probenpuffer 5x (für 10ml) 
Tris-HCL, 0,3125M, pH 6,8 2,5  ml 
50% Glycerol 5     ml 
25% ß-Mercaptoethanol 2,5  ml 
0,04 % Bromphenolblau 4     mg 
10 % SDS 1     g 
 
• Western-Blot Trenngel (12%) und Sammelgel (5%) 
 Trenngel Sammelgel 
Acrylamid (30%) 4      ml 480    µl 
Trenn-Tris (1,5M Tris-HCl pH8,8; 0,4% SDS; 1%Glyerin) 2,5   ml  
Sammel-Tris (0,5M Tris-HCl pH6,8; 0,4%SDS)  750    µl 
Aqua dest. 3,44 ml 1,752 ml 
Temed 8      µl 3        µl 
Ammoniumpersulfat 10% 45    µl 15      µl 
 
• SDS-Laufpuffer 
Tris-HCL, 0,3125M, pH 6,8 15 g 
Glycerin 72 g 
SDS 5   g 
Aqua dest. 5   l 
 
• Towbin-Puffer 
Tris-HCL 0,3125M, pH 6,8 [25mM] 3,03 g 
Glycine [192mM] 14,4 g 
Methanol [20%] 200  ml 















• Nährmedium für Typ II-Zell-Kultivierung (10%ig) 
DMEM (farblos) 127 ml 
FKS (10 %) 15   ml 
L - Glutamin  5    ml 
P/S (Pen – Strep) 1,5  ml 
Gentamycin 1,5  ml 
 
• Nährmedium für Typ II-Zell-Dehnung (0,2%ig) 
DMEM  (farblos) 142 ml 
FKS (0,2 %)  0,3  ml 
L - Glutamin 5     ml 
P/S (Pen – Strep) 1,5  ml 
Gentamycin 1,5  ml 
 
• Nährmedium für H1299-Zellen 
RPMI  450 ml 
Gentamicin / PIS 0,5 % 2,5  ml 




3.1.3 Chemikalien und Reagenzien 
 
Materialien  Hersteller 
• Acrylamid Biorad (Philadelphia, USA) 
• Amoniumpersulfat Merck (Darmstadt, Dt.) 
• Aqua Dest. B.Braun (Melsungen, Dt.) 
• Bromphenolblau Applichem (Darmstadt, Dt.) 
• BSA Invitrogen (Renfrew, UK.) 
• Calciumchlorid Sigma – Aldrich (Steinheim, Dt.) 
• Crystal - Violett Sigma – Aldrich (Steinheim, Dt.) 
• D(+) - Glucose Sigma – Aldrich (Steinheim, Dt.) 
• DMEM (farblos) Invitrogen (Renfrew, UK.) 
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• DMEM (mit Phenolrot) Invitrogen (Renfrew, UK.) 
• DNAse II Sigma – Aldrich (Steinheim, Dt.) 
• DTT  Applichem (Darmstadt / Arheilgen, Dt.) 
• EDTA  ICN Biomedicals Inc (Warrenale, USA) 
• EGTA Merck (Darmstadt, Dt.) 
• Elastase EPC (Owensville, Missouri , USA) 
• Fibronectin Roche (Mannheim, Dt.) 
• FKS Biochrom AG (Berlin, Dt.) 
• Glycerin 10 % Merck (Darmstadt, Dt.) 
• Glycin Merck (Darmstadt, Dt.) 
• HEPES 1M Gibco BRL (Karlsruhe, Deutschland) 
• Kaliumchlorid Merck (Darmstadt, Dt.) 
• L – Glutamin Invitrogen (Renfrew, UK.) 
• Leupeptin Applichem (Darmstadt / Arheilgen, Dt.) 
• Magermilchpulver Applichem (Darmstadt, Dt.) 
• Magnesiumchlorid Merck (Darmstadt, Dt.) 
• Magnesiumsulfat Sigma – Aldrich (Steinheim, Dt.) 
• Methanol Roth (Karlsruhe, Dt.) 
• Na3Vo4  Sigma – Aldrich (Steinheim, Dt.) 
• NaF 1 mM Merck (Darmstadt, Dt.) 
• PBS ph 7,4 10x Invitrogen (Renfrew, UK.) 
• Penicillin/Streptomycin Invitrogen (Renfrew, UK.) 
• PMSF Applichem (Darmstadt / Arheilgen, Dt.) 
• PO4 - Puffer Sigma – Aldrich (Steinheim, Dt.) 
• Ratten IgG Sigma – Aldrich (Steinheim, Dt.) 
• RPMI  Invitrogen (Renfrew, UK.) 
• Schwefelsäure (H2SO4) R&D Systems (Minneapolis, USA) 
• SDS Serva (Heidelberg, Dt.) 
• ß - Glycerophosphat Merck (Darmstadt, Dt.) 
• ß - Mercaptoethanol Applichem (Darmstadt, Dt.) 
• Temed Applichem (Darmstadt, Dt.) 
• Tris - HCL Sigma – Aldrich (Steinheim, Dt.) 
• Trypanblau Invitrogen (Renfrew, UK.) 
• Trypsin Sigma – Aldrich (Steinheim, Dt.) 
• Trypsin – EDTA  Invitrogen (Renfrew, UK.) 
• Tween – 20  Merck (Darmstadt, Dt.) 
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3.1.4 Antikörper und Kommerzielle Assays / Kits 
 
Name Hersteller 
• Amersham ECL Plus Western Blotting 
Dedektier Substrat 
GE Healthcare (Fairfield, USA) 
• Caspase 8-Colorimetric Assay R&D Systems (Minneapolis, USA) 
• FADD (H-10): sc-271520 Santa Cruz (Santa Cruz, USA) 
• FAS (G-9): sc-74540 Santa Cruz (Santa Cruz, USA) 
• FAS-L (EE07): sc-73970 Santa Cruz (Santa Cruz, USA) 
• GAPDH prim. AK Sigma – Aldrich (Steinheim, Dt.) 
• Kaninchen anti-Maus-Peroxidase sek. 
AK A9904 
Sigma – Aldrich (Steinheim, Dt.) 
• MagicMark XP Protein Standard Invitrogen (Renfrew, UK) 
• Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific (Rockford, USA) 
• Pierce ECL Western Blotting Dedektier 
Substrat 
Thermo Scientific (Rockford, USA) 
• Rat FAS-Ligand-ElisaKit RayBiotech (Norcross, USA) 
• Rat-TNFα-ELISA (DY510) R&D Systems (Minneapolis, USA) 
• Spectra Multicolor Broad Range Protein 
Ladder 
Thermo Scientific (Rockford, USA) 
• ß-Actin prim. AK Sigma – Aldrich (Steinheim, Dt.) 
• Streptavidin-HRP Invitrogen (Renfrew, UK) 
• TACS Annexin V-FITC Apoptosis 
Detection Kit 
R&D Systems (Minneapolis, USA) 
















Bezeichnung / Name Hersteller 
• Bioflex 6-Well Kulturdehnplatte Flexcell Intern. (Hillsborough, NC, USA) 
• Blotter Semi-Dry-Transfer-Cell BIORAD (Philadelphia, USA) 
• CO2 - Inkubatoren UniEquip (Martinsried, Dt.) 
• Dehnmaschine FX-3000, Flexercell 
Tension Plus System 
Flexcell Intern. (Hillsborough, NC, USA) 
• Digitale immunbildgebende Kamera: 
„G:Box“ mit Software „GeneSys“ 
 
Sygene (Cambridge, UK) 
• Durchflusszytometer “Coulter® Epics® 
XL™” 
Beckman Coulter (Krefeld, Dt.) 
• ELISA – Platte 96 well Flat bottom Costar, Bio Rad (Hercules, USA) 
• Elektrophoreseeinheit Mini-Protean II mit 
Zubehör 
BIORAD (Philadelphia, USA) 
• Eppendorf – Pipetten 0,5 – 2500 µl Eppendorf  (Wesseling, Dt.) 
• Gel-Blotting-Papier GB 004 Schleicher Schuell (Dassel, Dt.) 
• Mikroskop (Wilovert S30) Hund / Wetzlar (Wetzlar, Dt.) 
• Neubauer Zählkammer 0,0025 mm² Optik – Labor (Balgach, Schweiz) 
• Nylonmembran Hybond-C extra Amersham (Amersham, UK) 
• Schütteltisch „Rocking Platform“ Biometra (Göttingen, Dt.) 
• Siebgewebe / Filter (Polyamid Monofil) 
15 µm, 20 µm, 100 µm 
neoLab (Heidelberg, Dt.) 
• Spektral – Photometer „Tecan Spectra 
Classic“                     
Tecan (Crailsheim, Dt.) 
• Statische 6-Well-Kulturplatte BD Falcon (Franklin Lakes, USA) 
• Sterilbank Microflow Nalge Nunc Intern. (Rochester, NY, USA) 
• Stromversorgungsgerät Power Pac 1000 BIORAD (Philadelphia, USA) 
• Thermomixer Eppendorf (Wesseling, Dt.) 
• Vakuumpumpe Edwards (Irvine, CA, USA) 
• Vortexer Scientific – Industries (New York, USA) 
• Waage Sartorius (Göttingen, Dt.) 
• Zellkulturschale ∅100mm BD Falcon (Franklin Lakes, USA) 
• Zentrifuge, Rotina 46 R Hettich (Tuttlingen, Dt.) 
• Zentrifuge, Biofuge fresco Heraeus (Kendro, USA) 





3.2.1 Isolierung und Kultivierung der alveolären Typ II-Zellen 
 
Die Zellen wurden nach dem Protokoll von Dobbs et. al. (1986) aus den Lungen von 
männlichen Sprague Dawley Ratten isoliert, welche zum Zeitpunkt der Entnahme 
160g bis 200g schwer waren und ein Alter von sechs bis sieben Wochen hatten. 
Die Tiere wurden mit einer intramuskulären Injektion von 3 mg Narcoren und 3 mg 
Heparin narkotisiert. 
Nach Kontrolle des Narkoseeintrittes wurde die Ratte mit dem Rücken auf den 
Präparationstisch gelegt und mit Alkohol desinfiziert. Mit einer Schere folgte die 
Eröffnung des Bauchraums. Nach Verlegung des Darmes nach lateral wurde die A. 
renalis freipräpariert und mit einem Schnitt eröffnet. Durch das injizierte Heparin kam 
es nun zum beschleunigten Ausbluten des Tieres. 
Es folgte die Freipräparation der Trachea und die intratracheale Fixierung einer 
stumpfen Kanüle, welche so als Tubus fungierte. Danach wurde der Brustkorb 
eröffnet und das Herz freipräpariert. Das rechte Herzohr wurde entfernt und der 
rechte Ventrikel mit einer spitzen Schere eingeschnitten, so dass eine Spülkanüle 
dort eingeführt werden konnte. Durch die Spülkanüle wurde nun die „Without-
Lösung“ (siehe 3.1.1) über den rechten Ventrikel in die A. pulmonalis geleitet. Zu 
deren optimalen Perfusion durch die komplette Lunge wurde dabei mehrfach eine 
luftgefüllte 10ml Spritze auf die intratracheale Kanüle gesetzt und durch Drücken des 
Stempels die Lösung per Luftdruck durch die Lunge gespült. 
Nach mehrfacher Wiederholung des Spülvorgangs wurden Lunge und Trachea als 
Einheit mit dem stets fixierten „Tubus“ vorsichtig aus dem Ratten-Corpus 
entnommen, abgelegt und erneut per 10ml Spritze 8x mit Without- und 2x mit With-
Lösung gespült. 
Im Anschluss wurde das Organ samt Trachea und Tubus in eine 37°C warme, 
0,9%ige NaCl-Lösung gehängt. Durch den „Tubus“ wurde nun erneut per 10ml 
Spritze 40ml der Elastaselösung (siehe 3.1.1)  in die Lunge appliziert, welche nach 
halbstündiger Inkubation das Lungengewebe anlösen sollte. 
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Danach wurde die Trachea abpräpariert und verworfen, und das angedaute 
Lungengewebe in ein Gefäß mit der DNAse-Lösung und 10ml der With-Lösung 
(siehe 3.1.1) gegeben. 
Im Gefäß erfolgte die Zerkleinerung der Lunge mittels einer Mince-Schere auf eine 
Partikelgröße von 1mm³. Die Zellsuspension wurde anschließend in 10%igem FKS 
vorsichtig vertikal geschüttelt, und dann mehrfach bis auf eine Porengröße von 15 
µm filtriert und in einem neuen Gefäß gesammelt. 
Unter einer sterilen Laborbank wurde nun eine Stichprobe der Zellsuspension 
zwecks Zellzählung 1:4 mit der Crystal – Violett – Lösung (siehe 3.1.1) verdünnt und 
in eine Neubauerzählkammer appliziert und unter dem Mikroskop die erste 
orientierende Zellzahl ermittelt. Die Suspension wurde im Anschluss bei 4°C und 
1100 U/min 7 min lang zentrifugiert. Es folgte die Absaugung des Überstandes, und 
eine Resuspendierung des entstandenen Pellets mit 20ml des 10%igem 
Nährmediums (siehe 3.1.2). Diese Zellsuspension wurde nun zwecks Zellselektion 
auf die mit Ratten Ig-G (siehe 3.1.1) beschichteten 10cm-Schalen pipettiert und für 
eine halbe Stunde bei 37°C in den CO2-Inkubator gestellt.  
Nach Ablauf der Zeit wurde die selektierte Suspension (ohne Makrophagen, welche 
am IgG gebunden hatten) von den Schalen wieder heruntergespült. Anschließend 
wurde die Zellzahl erneut mittels Neubauerzählkammer ermittelt. Die restliche 
Zellsuspension wurde mit den unveränderten Parametern zentrifugiert, und 
anschließend so der Zellanzahl entsprechenden mit 10%igem Nährmedium (siehe 
3.1.2) verdünnt, dass stets 106 Zellen in 500µl Lösung auf jedes Well pipettiert 
werden konnten.  
Die Zellen wurden jeweils auf statische 6-Well Platten (BD Falcon) und auf flexible 6-
Well-Platten (Bioflex) ausgesät, welche 6h zuvor mit Fibronectin/Pronectin-Lösung 
beschichtet worden waren (siehe 3.1.1). Der Boden dieser flexiblen Bioflex-6-Well-
Dehnplatten besteht aus einer Silikonmembran. Nur durch die Fibronectin/Pronectin 
Beschichtung sind die ausgesäten Zellen in der Lage sich an diese Silikonmembran 
anzuheften bzw. anzulagern.  





Materialien und Methoden 
 29
 
3.2.2 Mechanische Dehnung der alveolären Typ II-Zellen 
 
Nach Ablauf der 24h wurden die 6-Well Platten aus dem Inkubator entnommen, das 
Nährmedium abgesaugt und jedes Well zweimal mit 2ml PBS gewaschen. Im 
Anschluss wurden zu jedem Well 2ml des 0,2%igen Versuchs-Nährmediums (siehe 
3.1.1) hinzugefügt. Unter dem Mikroskop wurden die 6-Well-Versuchsplatten dann 
auf ein optimales Anwachsen der Zellen an der Dehnmembran hin kontrolliert. War 
ein dichter Zellrasen von Typ-II-Zellen zu erkennen, wurden die Dehnplatten auf die 
„FX 3000T™ Flexercell® Tension Plus™“ Dehnmaschine (s.u.) platziert und die 
statischen Platten als Kontrolle zurück in den CO2-Inkubator transferiert. 
Mit Hilfe einer Vakuumpumpe, welche an die Dehnmaschine angeschlossen ist, wird 
kurzzeitig ein Unterdruck an der flexiblen Silikonmembran erzeugt und wieder 
unterbrochen. Durch diese auf- und abwärts Bewegung der mit alveolaren 
Epithelzellen beschichteten Membran kann ein der Atmung ähnliches Muster von 
Relaxation und Dehnung simuliert werden. 
Die FX3000-Dehnmaschine  besteht aus drei Teilen. Der erste Teil besteht aus einer 
Basisplatte, welche sich im CO2-Inkubator (37°C) befindet. Dort können vier Bioflex-
6-Well-Dehnplatten eingesetzt werden. Angesteuert wird diese Basisplatte von einer 
Vakuumpumpe, die durch eine Kontrolleinheit gesteuert wird. Die Kontrolleinheit ist 
über einen PC individuell programmierbar. Entscheidende Parameter sind bei der 
hier unternommen Versuchsreihe die Dehnungsamplitude (prozentuale 
Vergrößerung der Silikonmembranoberfläche, hier 30%) und die Dehnungsfrequenz 
(Silikonmembrandehnungen pro Minute, hier 40 [min-1]) und die Gesamtdauer der 
mechanischen Dehnung (hier 24 Stunden). Dieses Muster entspricht einer 
unphysiologischen Beatmung. Für ein physiologisches Atmungsmuster wurde eine 
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3.2.3 Gewinnung der Proben 
 
Nach Ablauf der Dehnung wurden die 6-Well-Platen aus dem Brutschrank 
entnommen, und das Nährmedium der unterschiedlichen Platten in 15ml Tubes 
(Eppendorf, Wesseling) pipettiert, entsprechend beschriftet und 7 min lang bei 1100 
U/min und 4°C zentrifugiert. Anschließend wurden die zentrifugierten Überstände in 
separate 15ml Tubes abgeschüttet und für spätere Versuchzwecke bei -20°C 
eingefroren.  
Die 6-Well-Platten wurden zunächst mit PBS gewaschen, und anschließend mit 
1ml/Well Trypsin behandelt und für 10min in den Brutschrank (37°C) transferiert, um 
die Ablösung der Zellen vom Plattenboden zu erreichen.  Nach Ablauf der Zeit wurde 
mit der Zugabe von 1ml Nährmedium (10%) pro Well die enzymatische Reaktion 
gestoppt, und die abgelösten Zellen in die beschrifteten, nach statisch / gedehnt 
getrennten 15ml Tubes pipettiert. Nach weiterer Zentrifugierung bei bekannten 
Parametern wurden die Überstände abgesaugt, und die entstandenen Pellets 
diesmal in 3ml PBS / Tube resuspendiert, erneut zentrifugiert, und die Überstande 
wieder verworfen. Dieser Waschschritt wurde ein zweites Mal wiederholt und die nun 






Um die zu untersuchenden Proteine in den Proben quantitativ bestimmen zu können, 
müssen sie in das Verhältnis zum Gesamtproteingehalt der einzelnen Proben 
gebracht werden.  
Der Gesamtproteingehalt der Proben wurde mit dem Pierce BCA Protein Assay Kit 
(Thermo Scientific, Rockford, USA) bestimmt.  Dazu wurden je 5µl der Zelllysate 1:10 
mit PBS verdünnt und davon 10µl auf eine 96-well-Mikrotitierplatte pipettiert. Zur 
Erstellung einer Standartkurve wurde gleichzeitig mit dem im Kit enthaltenden 
Standart-Protein (BSA) eine Verdünnungsreihe (1:2 bis 1:64) hergestellt und 
ebenfalls auf die Mikrotitierplatte aufgetragen.  
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Zu jedem Well wurde nun 100µl „Working Reagent“ des Kits hinzugegeben und die 
96-Well-Platte zur Inkubation 30 min in den Brutschrank (37°C) gestellt. Nach Ablauf 
der Zeit wurde mittels Spektralphotometers bei einer Wellenlänge von 560nm die 
Farbänderung (optische Dichte [OD]) der Proben gemessen.  
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach Einordnung der Messwerte 
in die Eichkurve mit Hilfe der Software „EasyFit“ (Tecan, Crailsheim, Dt.) 
 
 
3.2.5 Annexin- / PI-Markierung 
 
Zum Nachweis einer Apoptoseinduktion nach mechanischer Dehnung wurden einige 
Probenpellets mit der Inkubations-Reagenz aus dem „TACS™ Annexin V-FITC 
Apoptosis Detection Kit“ resuspendiert und anschließend abgedunkelt für 15min bei 
Raumtemperatur belassen. Nach Zugabe des Binding-Puffers aus dem Kit erfolgte 
die Analyse der Zellen mittels Durchflusszytometers („Coulter® Epics® XL). 
Die Auswertung und Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe der Software 
„EXPO 32 ADC“ (Beckman Coulter, Krefeld). 
 
 
3.2.6 Caspase-8 Bestimmung mittels Immun-Assay 
 
Die Caspase-8 Aktivität in den Proben wurde mit dem „Caspase-8 Colometric Assay“ 
(R&D Systems, Minneapolis, USA) gemessen. 
Dazu wurden die eingefrorenen Proben-Pellets mit dem im Kit enthaltenden Lysis-
Puffer nach Gebrauchsanweisung des Herstellers 10 min. auf Eis inkubiert, und im 
Anschluss für 10 Minuten mit 10.000 x g zentrifugiert. Die Lysate wurden in einen 
neuen Tube transferiert, und die Proteinkonzentrationen der Proben mit dem Pierce 
BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, Rockford, USA) (siehe 3.2.4) bestimmt. 
Das Probenlysat wurde nun zusammen mit der im Kit enthaltenden Reaction-
Buffer/DTT-Lösung (jeweils 50µl / Well)  in eine 96-well-Mikrotitierplatten pipettiert. 
Es folgte die Zugabe von 5µl des Caspase 8-Colometric Substrats.  
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Die Mikrotiterplatte wurde nun zwecks Inkubation in den Brutschrank (37°C) 
transferiert. Nach Ablauf der Zeit erfolgte die Messung der Farbreaktion (optische 
Dichte [OD]) bei 405 nm im Spektralphotometer. Die Ermittlung der Caspase-8-
Konzentrationen erfolgte nach Einordnung der Messwerte in die erstellte Eichkurve 
von Caspase 8 mit Hilfe der Software „EasyFit“ (Tecan, Crailsheim). Im Anschluss 




3.2.7 TNF-α und FAS-L Bestimmung aus Überständen mittels ELISA 
 
Die Konzentrationen von TNF-α und FAS-L in den Überständen der 
Dehnungsversuche wurden mittels der entsprechenden kommerziellen ELISA-Kits 
bestimmt. Die Durchführung erfolgte strikt nach Gebrauchsanweisung der Hersteller.  
Die Arbeitsschritte sind hier noch einmal kurz dargestellt: Für den „Rat TNF-α-ELISA“ 
(R&D Systems, Minneapolis, USA) wurde zunächst der im Kit enthaltende Capture-
Antikörper (Mouse-anti-Rat-TNF-α) auf eine Arbeitskonzentration von 4µg/ml mit 
PBS verdünnt und auf eine 96-well-Mikrotiterplatte aufgetragen (100µl/Well). Die 
Inkubation erfolgte für 24h bei 4°C. Im Anschluss wurden die Wells mit PBS-
Tween20 dreimal hintereinander gewaschen. Daraufhin wurden 200µm BSA (1%) 
zum Blocken der Wells hinzu pipettiert. Nach einstündiger Inkubation erfolgte ein 
weiterer, dreifacher Waschschritt mit PBS-Tween20. Im folgenden Schritt wurde nun 
zur Erstellung der Eichkurve eine Verdünnungsreihe (1:2 bis 1:64) eines TNF-α-
Protein-Standards in die Wells gegeben (100µl/Well). In die weiteren Wells kamen 
100µl des Proben-Überstandes.  
Die Platte wurde abgedeckt und bei Raumtemperatur 2h belassen. Es folgte ein 
weiteres Waschen (3x) mit PBS-Tween20. Danach  erfolgte die Zugabe von 
100µl/Well des im Kit enthaltenden Detection-Antikörpers (Ziege-anti-Ratte-TNF-α) 
bei einer Inkubation von 2h bei Raumtemperatur und ein weiterer Waschschritt (3x). 
Im Anschluss wurde Streptavidin-HRP (Invitrogen, Renfrew, USA) in PBS im 
Verhältnis 1:10.000 verdünnt, und jeweils 100µl der Lösung in jedes Well pipettiert. 
Es folgte abgedunkelt eine Inkubation von 30 min. bei Raumtemperatur. Nach einem 
erneuten Waschen (3x) erfolgte nun die Zugabe der im Kit enthaltenden 
Substratlösung (100µl / Well). Nach 30 min. Inkubation bei Raumtemperatur wurde 
Materialien und Methoden 
 34
die Farbreaktion durch Zugabe einer „Stop-Lösung“ (2 N H2SO4; 50µl / Well) 
abgestoppt. Anschließend wurden die Proben im Spectralphotometer bei 450 nm 
gemessen. In Verbindung mit der ebenfalls ermittelten Eichkurve (Verdünnungsreihe 
des mitgelieferten Standards) konnte nun die Konzentration von TNF-α in den 
Überständen quantifiziert werden. 
Die Quantifizierung von FAS-L mittels des kommerziellen „Rat Fas Ligand ELISA-Kit“ 
(RayBiotech, Norcross, USA) erfolgte im Prinzip nach demselben Protokoll. Lediglich 
auf eine eigenständige Beschichtung der 96-well-Mikrotiterplatte konnte verzichtet 
werden, da sich diese bereits fertig präpariert im Kit befand. Auch hier erfolgte die 
endgültige Bestimmung der Konzentration über eine Messung im Spectralphotometer 




3.2.8 FAS, FAS-L und FADD Bestimmung mittels Western-Blot 
 
3.2.8.1 Herstellung von zytosolischen Zelllysaten  
 
Die Proben, welche als tiefgefrorenes Zell-Pellet in 1,5ml Tubes (Eppendorf, 
Wesseling) vorlagen, wurden zunächst auf zerstoßenes Eis transferiert. Es folgte die 
Zugabe von 200µl / Tube des zytosolischen Lysispuffers (siehe 3.1.1). Die Proben 
wurden nun auf Eis unter regelmäßigem Vortexen (alle 10 min.) inkubiert.  
Nach Ablauf der Zeit wurden die Tubes bei  4°C, 13.000 rpm für 20 min. zentrifugiert. 
Die Überstände wurden anschließend in neue Tubes pipettiert. Das so gewonnene 
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Um die zu untersuchenden Proteine in einer Probe nachzuweisen, müssen zunächst 
alle Proteine einer Probe ihrer Größe nach mittels einer Gel-Elektrophorese 
aufgetrennt werden (FAS 43-50 kDa; FAS-L 40kDa und FADD 27kDa).  
Dafür wurde die Elektrophoreseeinheit Mini-Protean II (BIORAD, Philadelphia, USA) 
genutzt.  
Zunächst wurden zwei Gele jeweils bestehend aus Sammelgel (5%) und Trenngel 
(12%) zum Auftrennen der Proben gegossen (siehe 3.1.1). Nach Aushärten der Gele 
wurden diese in eine mit SDS-Laufpuffer (siehe 3.1.1) gefüllte 
Elektrophoresekammer überführt und jeder Gelslot mit 10µl Proben befüllt. Als 
Längenstandart wurden der MagicMarkXP (Invitrogen, Renfrew, UK) oder der 
Spectra Multicolor (Thermo Scientific, Rockford, USA) (9µl/Slot) benutzt. 
Die Kammer wurde Verschlossen und an das Stromversorgungsgerät (PowerPac 
1000; BIORAD, Philadelphia) angeschlossen. Bei 110V und 15 min. Dauer wurden 






Um die nun aufgetrennten Proteine weiter mittels Immunoblot untersuchen zu 
können, müssen diese von dem Gel auf eine Nylonmembran übertragen werden. 
Dies geschieht mittels dem „Semi-Dry-Transfer-Cell-Blotter“ (BIORAD, Philadelphia, 
USA).  
Zunächst wurde die Nylonmembran (Hybond C extra, Amersham, Amersham, UK) in 
Towbin-Puffer (siehe 3.1.1) getränkt. Zwischen zwei spezielle, ebenfalls in Towbin-
Puffer getränkte Blotting-Papiere (GB 004, Schleicher Schuell, Dassel) wurde nun 
zunächst die Nylonmembran und dann das aus der Elektrophoresekammer entfernte 
Gel auf den Blotter platziert.  
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Der Blotter wurde geschlossen und an das Stromversorgungsgerät angeschlossen. 
Die Blottingbedinungen betrugen 13V bei 70 min. Dauer.  
 
Nach dem Blotting wurden die Membranen kurz in PBS gewaschen und im 
Anschluss über Nacht bei 4°C in 6% Magermilchlösung gelegt, um unspezifische 





Um die zu untersuchenden Proteine nachzuweisen, wurden die Blots mit kommerziell 
erworbenen Antikörper für FAS, FAS-L und FADD untersucht. Das Prinzip ist, dass 
ein spezifischer Antikörper an das an der Nylonmembran gebundene Protein bindet. 
Im nächsten Schritt wird ein sekundärer Antikörper, der direkt mit einem Enzym 
gekoppelt ist, an den ersten Antikörper gebunden. Bei Zugabe eines 
enzymspezifischen Substrates kommt es dann zu einer Lichtreaktion (Lumineszenz) 
welche gemessen werden kann, und die je nach Intensität Rückschlüsse auf die 
Expression des gesuchten Proteins auf der Membran und somit in den Zellen liefert. 
Dafür wurde die Membran nach der Inkubation in Magermilch zunächst 4 x in PBS-
Tween (0,1%) für 4 x 5 min. auf dem Rütteltisch gewaschen. Im Anschluss wurde die 
Membranen in unterschiedliche Gefäße mit jeweils 5ml Magermilchlösung (6%) 
gelegt. Es folgte danach die Zugabe eines primären Antikörpers. Einmal für das zu 
untersuchende Protein (FAS 1:100; FAS-L 1:200 und FADD 1:100; alle Santa Cruz, 
Santa Cruz, USA) und einmal für ein Kontrollprotein (ß-Actin). Die Inkubation mit den 
Antikörpern der zu untersuchenden Proteine erfolgte über Nacht im Kühlschrank 
(4°C). Die Inkubation von ß-Actin erfolgte über 2h bei Raumtemperatur (RT). 
Nach der Inkubation mit dem Primärantikörper wurden beide Blots erneut 4 x 5 min. 
mit PBS-Tween (0,1%) gewaschen und anschließend mit dem entsprechenden 
Sekundärantikörper (FAS, FAS-L und FADD mit Ziege-Anti-Maus-Biotin [1:2000; 
Abcam, Cambridge, UK] und die Kontrollproteine mit Kaninchen-Anti-Maus-
Peroxidase [1:1000; Sigma, Steinheim]) für 2h bei RT inkubiert. 
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Nach Inkubation mit dem Sekundärantikörper wurde die Membran erneut mehrfach 
gewaschen (4 x 5min.) und danach in 10ml PBS mit Streptavidin-HRP (1:10000; 
Invitrogen, Renfrew, UK) eingelegt. Die Membran wurde erneut für 45 min. bei 
Raumtemperatur auf den Schütteltisch gestellt.  
Beide Blots wurden anschließend 3 x 5 min. mit PBS-Tween (0,1%) und 2 x 5 min. 
mit PBS gewaschen. 
Zur Detektion von ß-Actin wurde die Blots mit 2ml Pierce ECL Western Blotting 
Detektier Substrat (Thermo Scientific, Rockford, USA) benetzt und für 1 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Der Blot für die Detektion von FAS / FAS-L / FADD wurde 
mit 2ml Amersham ECL Plus Western Blotting Detektier Substrat (GE Healthcare, 
Fairfield, USA) benetzt, welches 5 min. bei Raumtemperatur inkubierte. 
Beide Blots wurden dann unmittelbar mit einer transparenten Plastikfolie bedeckt und 
in die Dunkelkammer der immunbildgebenden Digitalkamera G:Box (Syngene, 
Cambridge, UK) überführt.  
Die Belichtungszeiten der dort angeschlossenen, hochsensiblen Digitalkamera 
wurden mittels eines angeschlossenen PC von 2 sec bis 20 min. individuell 
programmiert. So konnten bei langer Blendenöffnung selbst kleinste Lichtsignale der 
Enzym/Substrat-Reaktion fotografiert werden. 






Zur densitometrischen Auswertung der Western Blots wurde die Software ImageJ 
(NIH, Bethesda, MD, USA) verwendet. Mit Hilfe der „Analyze“-Funktion des 
Programms lassen sich die Banden der Blots in ihrer Schwarz-Weiß-Intensität 
erfassen und im Anschluss quantitativ auswerten. Dazu wurde ein Quotient gebildet 
aus der Intensität des zu untersuchenden Proteins (FAS-L, FAS, FADD) und der 
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3.2.9 Statistische Auswertung 
 
Bei Vorliegen einer Normalverteilung wurde entweder ein gepaarter T-Test oder ein 
Kolgomorow-Smirnow-Test verwendet. Lag keine Normalverteilung vor, wurde ein 
Wilcoxon Signed Rank Test verwendet. Ein Niveau von p ≤ 0,05 wurde als statistisch 












4.1. Nachweis der Apoptose von gedehnten Typ II-Pneumozyten 
 
In einem ersten Schritt wurde zunächst mittels Durchflusszytometrie untersucht, ob 
bei unphysiologischer Dehnung überhaupt Apoptose bzw. eine Zellschädigung der 
Typ II – Pneumozyten beobachtet werden kann. Dazu galt es ebenfalls 
herauszufinden, ob diese im Vergleich zu ungedehnten Zellen bzw. physiologisch 
gedehnten Zellen im verstärkten Maße stattfindet. 
Die Abbildung 5 zeigt jeweils einen Dot-Plot für: 
(a) statische bzw. nicht gedehnte; (b) physiologisch gedehnte (S20/15) und (c) 
unphysiologisch (S40/30) gedehnte Typ II-Zellen, alle jeweils nach 24 stündiger 
Versuchsdauer. Jeder Quadrant des Dot-Plot zeigt Zellen in einem unterschiedlichen 
Apoptosestadium. Der Quadrant 1 zeigt die nekrotischen (Propidiumiodide positive 
[+] und Annexin negative [-] Zellen [PI+/Annexin-]). Im 2. Quadranten befinden sich 
die spätapoptotischen Zellen (PI+/Annexin+). Im Quadrant 3 befinden sich die 
lebenden Zellen (PI-/Annexin-), und im Quadrant 4 sind die frühapoptotische Zellen 
(PI-/Annexin+).  
Die Ergebnisse der FACS-Untersuchungen zeigen einen eindeutigen Anstieg von 
apoptotischen Ereignissen nach unphysiologischer Dehnung gegenüber 
ungedehnten oder physiologisch gedehnten Zellkulturen (s. Abb. 5c). Somit kann 
davon ausgegangen werden, dass es sich bei den in den weiteren Versuchen 
verwendeten Proben um apoptotische  (durch Überdehnung hervorgerufen) Zellen 
handelt. 
Beim Vergleich von physiologisch gedehnten (Abb. 5b) zu ungedehnte Zellkulturen 
(Abb. 5a) konnten in der Dot-Plot Darstellung keine Unterschiede in der Verteilung 
von vitalen und nekrotischen Ereignissen beobachtet werden. Die Anzahl 






































Abb. 5: Darstellung von Dot-Plots (x-Achse Annexin V-FITC-Fluoreszenz vs. y-
Achse Propidium Iodid (PI)-Fluoreszenz) zur Analyse der Zellvitalität am 
Beispiel:  
(a) Ungedehnter Zellen;  
(b) 24h physiologisch / (S20/15) gedehnter  Zellen;  
(c) 24h unphysiologisch / (S40/30) gedehnter  Zellen. 
Der Quadrant 1 zeigt dabei nekrotische Zellereignisse an, Quadrant 2 zeigt 
spätapoptotische Zellereignisse an. Quadrant 3 beinhaltet die vitalen Zellereignisse, 



















4.3 Nachweis von TNF–α im Zellüberstand 
 
Die Präsenz von hohen Konzentrationen des „Tumornekrosefaktors“ TNF–α im 
extrazellulären Raum kann nach Bindung an den gleichnamigen Membranrezeptor 
(TNF–α-R) und anschließender Rekrutierung von Adapterproteinen und Caspasen im 
inneren der Zelle eine Apoptosekaskade auslösen (Micheau und Tschopp, 2003) 
Als multifunktionelles Protein kann TNF–α  jedoch auch in alveolären Typ II-Zellen 
als Zytokin sezerniert werden, um weitere immunkompetente Zellen anzulocken, 
oder sogar anti-apoptotisch wirken (s. Abb. 2). 
TNF–α  wurde in den Zellkulturüberständen von statischen Zellen und von 24h 
unphysiologisch (S40/30) gedehnten Zellen mittels eines kommerziellen ELISA-Kits 
gemessen. 
Es konnte ein deutlicher, signifikanter Unterschied (p=0,019) der TNF–α   
Konzentrationen in den Zellüberständen zwischen den statischen und den 
unphysiologisch gedehnten Proben ermittelt werden (stat: 76,37 ± 21,01 U/mg 

























































Abb. 6: TNF–α Konzentration in einer statischen Zellkultur und nach 24h 
unphysiologischer Dehnung: 
Die ATII-Zellen wurden mit einer Frequenz von 40/min und einer 30% Änderung der 
Oberfläche (S 40-30) 24 Stunden gedehnt. Eine statische ATII-Kontrollkultur wurde 
ungedehnt für 24h im Brutschrank (37°C) belassen. Anschließend wurden die 
Konzentrationen von TNF-α in den Zellüberständen der Proben mittels ELISA-Kit 















4.4 Nachweis von FAS-L (CD95L) 
 
Der in den Extrazellulärraum sezernierte FAS-L kann grundsätzlich apokrin und 
parakrin eine extrinsisch initiierte Apoptose über die Bindung an den FAS-Rezeptor 
(CD95) stimulieren (Peter und Krammer 2003). 
Die Produktion und Sezernierung von FAS-L in Typ II – Pneumozyten ist umstritten 
(Lamy et al. 2000).  
Es gilt jedoch als sicher, dass Fas-L  bei ALI / ARDS entscheidend dazu beiträgt, 
dass Lungenzellen apoptotisch werden (Albertine et al. 2002; Galani et al. 2010; Lu 
et al. 2005; Matute-Bello et al. 1999; Mizuta et al. 2008). FAS-L scheint in diesem 





Auch FAS-L wurde mittels eines kommerziellen ELISA-Kits in den 
Zellkulturüberständen von statischen Zellen und in den 24h unphysiologisch (S40/30) 
gedehnten Zellkulturen gemessen. 
In allen untersuchten Proben lagen die OD-Werte unterhalb der Eichkurve (Daten 






FAS-L wurde mittels Western Blot in den Zelllysaten der statischen Kontrollen und 
den gedehnten Proben bestimmt und densitometrisch quantifiziert (s. Abb. 7). 
Nach der 24 h Dehnung erfolgte die Sichtbarmachung der Bandenmuster mit einem 
hochsensiblen Detektiersubstrat (Pierce ECL+, GE Healthcare) und die Bildgebung 
bei stark verlängerten Belichtungszeit von 12 Minuten. Dennoch zeigten sich, 
verglichen mit dem Gesamtprotein (ß-Actin), sowohl für die gedehnten Zellen als 




Als Positivkontrolle verwendeten wir Zellen der Tumorzelllinie H1299. Hier wurde 
Apoptose durch Alkohol (3%) ausgelöst und im Anschluss mit demselben Antikörper 
FAS-L detektiert. Es zeigte sich bei den H1299-Zellen eine deutliche Zunahme von 
FAS-L bei Apoptoseinduktion durch Alkohol. 
 
Somit konnte kein signifikanter Unterschied bei insgesamt schwacher FAS-L 
Expression in den Zellen von ungedehnten und gedehnten Typ II-Pneumozyten 
festgestellt werden. Verglichen mit der Positivkontrolle der apoptotischen H1299-
Zellen ist demnach davon auszugehen, dass FAS-L bei einer dehnungsinduzierter 






























Abb. 7: FAS-L-Nachweis mittels Western-Blot (a) und Densitometrie (b, c) 
Nachweis von FAS-L in statischen und unphysiologisch gedehnten (S 40/30) ATII – 
Zellen, sowie in mit 3%-Alkohohl inkubierten H1299 Tumorzellen mittels Western-Blot 
Verfahrens (a). Als Kontrolle diente ß-Actin. Die Banden der H1299 – Zellen (b) und 
AT-2 Zellen (c) wurden densitometrisch vermessen und ein Quotient aus FAS-L 









4.5 Nachweis von FAS (CD95) 
 
Der FAS-Rezeptor liegt ubiquitär in Typ II-Pneumozyten vor und ist nach Bindung mit 
seinem FAS-Liganden der klassische Auslöser für die extrinsische Apoptosekaskade 
(Brunner et al. 1995). 
Der FAS-Rezeptor wurde ebenfalls mittels Western Blot in den Zelllysaten der 
statischen Kontrollen und der gedehnten Proben bestimmt und die Banden im 
Anschluss densitometrisch vermessen. 
Die Banden der statischen Kontrolle und der unphysiologisch gedehnten Zellen 
zeigen im Western Blot keine eindeutigen Unterschiede, eher ist sogar von einer 


























Abb. 8: FAS-Nachweis mittels Western-Blot (a) und Densitometrie (b) 
AT2-Zellen, welche24 Stunden nach dem 40/30 Dehnungsmuster gedehnt wurden, 
wurden lysiert, elektrophoretisch getrennt und mit Hilfe eines FAS-Antikörpers im 
Western-Blot Verfahren sichtbar gemacht (a). Zur Kontrolle der korrekten 
Proteinkonzentration in statischer und gedehnter Probe diente ß-Actin. Im Anschluss 
wurden die Banden densitometrisch Vermessen, und zwecks genauerer 






4.6 Nachweis von FADD 
 
FADD kommt in großen Mengen ubiquitär in nahezu allen Zellen des Körpers vor 
(Chinnaiyan et al. 1995). Als Adaptermolekül bei Rezeptorenbindung und Aktivator 
der Procaspase 8 ist er sowohl für das FAS/FAS-L System als auch für die TNF–α 
vermittelte Apoptose von essentieller Bedeutung (Micheau und Tschopp 2003; 
Kischkel et al. 2000). Wir untersuchten FADD in Lysaten von statischen und 
unphysiologisch gedehnte Zellen mittels Western Blot. Im Anschluss erfolgte die 
Vermessung der Schwarz-Weiß-Intensität der Banden mittels Densitometrie und eine 
Quantifizierung durch ermitteln des Quotienten aus FADD und Gesamtprotein (ß-
Actin). 
Bei einer hohen Gesamtmenge an FADD-Protein in den zu untersuchenden AT2-
Zellen zeigten die Banden jedoch keine eindeutigen Unterschiede in ihrer Intensität. 
Somit konnte keine Konzentrationserhöhung von FADD nach 24h unphysiologischer 






















Abb. 9: FADD-Nachweis mittels Western-Blot (a) und Densitometrie (b) 
FADD wurde in AT-II Zellen, die mechanisch gedehnt (S 40/30) wurden, mittels 
Western-Blot nachgewiesen. Als Kontrolle diente ß-Actin. Die densitometrische 
Messung (b) ergab jedoch bei insgesamt hoher FADD-Proteinkonzentration in den 










4.2 Nachweis der Caspase-8-Aktivität  
 
Caspase 8 wird am intrazellulären Teil des Todesrezeptorkomplexes aus der Pro-
Caspase-8 gespalten, welche wiederum dem Mitochondrium entstammt und durch 
Todesrezeptor/Ligand-Interaktion freigesetzt wird. 
Die Caspase 8 – Aktivität wurde in Lysaten statischer Kontrollzellen und in 24h 
unphysiologisch (S40/30) gedehnten Zellen mittels Immun-Assay gemessen. 
Es konnte ein signifikanter Anstieg (p = 0,043) der Caspase 8 – Aktivität nach 
mechanischer, unphysiologischer Dehnung gemessen werden (stat: 18,29 ± 8,95 

































Abb. 10: Caspase-8-Aktivität in einer statischen Zellkultur und nach 24h 
unphysiologischer Dehnung 
Die ATII-Zellen wurden mit einer Frequenz von 40/min und einer 30% Änderung der 
Oberfläche (S 40-30) 24 Stunden gedehnt. Eine statische ATII-Kontrollkultur wurde 
ungedehnt für 24h im Brutschrank (37°C) belassen. Anschließend wurden in beiden 
Zellkulturen die Aktivität der Caspase-8 der Proben mittels Immun-Assay-Kit 






5.1 Apoptoseinduktion nach unphysiologischer Dehnung 
 
Mit Hilfe der durchflusszytometrischen Messungen konnte gezeigt werden, dass 
alveoläre Typ II-Epithelzellen nach 24 stündiger, unphysiologischer Dehnung 
verstärkt in einen apoptotischen Zustand übergehen: Nach Annexin/PI-Färbung von 
gedehnten Typ – II - Pneumozyten findet sich im so genannten Dot-Plot Diagramm 
eine eindeutige Mehrzahl von apoptotischen Ereignissen nach unphysiologischer 
Dehnung.  
Physiologisch gedehnte Zellkulturen und statische Kontrolle unterschieden sich 
hingegen nicht voneinander, und zeigten nur wenige apoptotische Ereignisse nach 
24h Dehnung. 
Dieses Ergebnis war zu erwarten, da bereits frühere Studien einen Zusammenhang 
zwischen pathologischen Dehnungsmustern und Apoptose nachweisen konnten 
(Hammerschmidt et al. 2004, Sanchez-Esteban et al. 2002; Wu et al. 2009). 
Die Frage ist nun, ob und wie weit dabei der rezeptorvermittelte, extrinsische 
Apoptoseweg eine Rolle spielt. 
Bei unseren Untersuchungen konnten keine eindeutigen Anhaltspunkte gefunden 
werden, die auf eine extrinsische Apoptose nach dehnungsinduzierter 
Zellschädigung hindeuten: Ein deutlicher Anstieg der Konzentrationen der 
klassischen Marker FAS und FADD nach unphysiologischer Dehnung konnte nicht 
gemessen werden, FAS-L konnte in Typ II-Pneumozyten gar nicht verifizierbar 
nachgewiesen werden. Die in dieser Studie gemessenen 
Konzentrationssteigerungen von TNF-α und Caspase-8 unter Dehnung sind zwar 
signifikant, jedoch nicht besonders groß. Theoretisch können sie mit der 
extrinsischen Apoptose in Verbindung gebracht werden, liefern aber nach derzeitiger 







Untersuchungen über Herzmuskelzellen und Zellen des parodontalen Ligaments, 
welche unter ähnlichen in-vitro Versuchsbedingungen durchgeführt wurden, konnten 
ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen Zelldehnung und extrinsischer FAS / 
FAS-L-induzierter Apoptose feststellen (Hao et al. 2009; Liu et al. 2010; Zhang et al. 
2011). Auch eine Studie über die mechanische Dehnung von Zellen des humanen 
Diaphragmas konnte lediglich den intrinsischen Weg als Apoptoseinitiator 
ausmachen (Tang et al. 2011).  
 
Zahlreiche in-vivo Untersuchungen konnten hingegen nachweisen, dass 
Lungengewebe und –sekret von Patienten mit ALI / ARDS eine erhöhte 
Konzentration von FAS/FAS-L aufweist, welche zu einer Apoptose des 
Lungenepithels führt (Albertine et al. 2002; Galani et al. 2010; Lu et al. 2005; Matute-
Bello et al. 1999; Mizuta et al. 2008).  
Die Ursachen hierfür sind diesen Studien nach jedoch eher im inflammatorischen 
Umfeld des erkrankten Lungengewebes und dem dortigen, zahlreichen 
Vorhandensein immunkompetenter Zellen zu suchen: Diese sezernieren FAS/FAS-L 
und TNF – α in großen Mengen, und führen zu einer parakrinen Apoptoseinduktion 
an alveolären Epithelzellen. 
Untersuchungen zwischen den aus einem inflammatorischen Umfeld isolierten, und 
im Anschluss rein mechanisch gedehnten Epithelzellen, welche Rückschluss auf die 
Apoptoseinduktion (extrinsisch / intrinsisch) zulassen, existieren nicht. 
 
Die aktuellen Forschungen an alveolären Typ II-Zellen deuten aber auf den Ablauf 
einer intrinsischen Apoptose nach mechanischer Dehnung hin: 
Hammerschmidt et al. (2007) fanden heraus, dass durch zyklische, unphysiologische 
Dehnung der PI3K-Akt Signalweg gehemmt wird.  
Dieser stabilisiert durch die Aufrechterhaltung der intrazellulären Konzentrationen der 
„Apoptosis Regulator Proteins“ BCL-2 und BCL-XL die Mitochondrienmembran und 
wirkt somit stark anti-apoptotisch. Die nachgewiesene Hemmung dieses Signalweges 






Untersuchungen von Ali et al (2006) lassen dieselben Schlüsse zu: In 
Lungenepithelzellen wurde nach zyklischer Dehnung des Zytoskelettes eine 
Permeabilitätsstörungen der mit dem Zytoskellet in Verbindung stehenden 
Mitochondrienmembran beobachtet. Im weiteren Verlauf kam es dort ebenfalls zu 
einer Freisetzung von Radikalen, welche nachgewiesenermaßen in der Lage sind, 
eine intrinsische Apoptose zu induzieren (Lin et al. 2004). 
 
 
5.2 Signifikante Konzentrationserhöhung von Caspase-8 
 
Im scheinbaren Widerspruch dazu steht die in dieser Untersuchung gemessene 
Zunahme von intrazellulärer Caspase-8 nach unphysiologischer Dehnung im 
Vergleich zu statischen Kontrollen, welche mittels Immun-Assay in n=12 Proben 
gemessen wurde (P = 0,043).   
Die gemessenen Mittelwerte von Caspase-8 in den Proben und deren 
Standartabweichungen (statische Kontrolle: 18,29 ± 8,95 U/mg Protein; gedehnte 
Probe: 25,87 ± 13,70 U/mg Protein) lassen jedoch vermuten, dass die Caspase-8 
Konzentration in den apoptotischen Typ II–Pneumozyten nur mäßig ansteigt. 
Frühere Caspase 8 – Messungen von Hammerschidt et al (2004) zeigten ähnliche 
Ergebnisse nach unphysiologischer Dehnung. 
 
Caspase-8 als Produkt der pro-Caspase-8 ist als so genannte Initiatorcaspase eng 
mit der rezeptorvermittelten, extrinsischen Apoptose verknüpft. Sie ist sogar 
essentiell für den Vollzug einer Zellapoptose nach FAS/FAS-L Interaktion (Grutter 
2000; Juo et al. 1998). 
Andererseits fanden Cowling et al (2002) heraus, dass Caspase-8 im geringen Maße 
auch durch eine weitere Caspase, der Caspase-6, unabhängig von den 
Todesrezeptoren, aktiviert werden kann.  
Diese Caspase-6 wird wiederum direkt durch die mitochondrial-vermittelte, 
intrinsische Apoptose aktiviert.  
Jones et al. (2001) fanden zudem heraus, dass es in zytotoxisch behandelten, 
leukämischen B-Lymphozyten zwar eine Caspase-8 vermittelte Apoptose stattfand, 
FAS / FAS-L konnte in diesen Zellen jedoch ebenfalls nicht nachgewiesen werden. 
Diskussion 
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Dies zeigt, dass die in dieser Arbeit gemessene Konzentrationserhöhung von 
intrazellulärer Caspase-8 in unphysiologisch gedehnten Typ II-Pneumozyten nicht 
zwangsläufig mit dem verstärkten Ablauf einer extrinsischen Apoptose 
korrespondieren muss.  
Eine Aktivierung von Caspase-8 ist auch durch die intrinsische Apoptose möglich. 
Des Weiteren sind die in der Einleitung angeführten Untersuchungen von Kantari und 
Walczak (2011) zu berücksichtigen, welche die extrinsische Apoptose in eine Typ I 
und Typ II Apoptose unterscheiden:  
Je nach Zelltypus kommt es nach Todesrezeptorformation zu einer starken Caspase-
8-Rekrutierung und weiterer proteolytischer Kaskade im klassischen Sinne (Typ I) 
oder zu einer schwachen Caspase-8-Rekrutierung, mit anschließender Aktivierung 
des intrinsischen Weges über das Adaptermolekül BID (Typ II). 
Es ist daher möglich, dass Typ II-Pneumozyten, wenn überhaupt, eher den Typ II der 
extrinsischen Apoptose vollziehen, und somit trotz eines leichten, messbaren 




5.3 Expression von Markern der extrinsischen Apoptose 
 
In der vorliegender Arbeit konnte lediglich TNF-α mittels ELISA als möglicher Marker 
einer extrinsischen Apoptose nachgewiesen werden: In gedehnten Proben konnte 
eine signifikante Erhöhung gegenüber statischen, ungedehnten Proben gemessen 
werden (statisch: 76,371 ± 21,008 U/mg Protein; gedehnt: 122,65 ± 49,931 U/mg 
Protein; p = 0,019, n=12).  
Wie schon beschrieben, fungiert TNF-α jedoch nicht ausschließlich als Signalmolekül 
der extrinsischen Apoptose. TNF-α ist in erster Linie ein Zytokin der zellvermittelten 
Immunantwort im inflammatorischen Umfeld. Rückschlüsse auf den Ablauf einer 
extrinsischen Apoptose lassen sich durch eine Konzentrationserhöhung von TNF-α 
dadurch nur bedingt ziehen. 
Die Moleküle FAS, FAS-L und FADD hingegen gelten in der Forschung als 




Die Versuche, eine deutliche Konzentrationserhöhung aller drei Moleküle in Ratten 
Typ II-Pneumozyten nach 24 stündiger, unphysiologischer Dehnung mittels Western 
Blot nachzuweisen, gelang nicht: Die Konzentrationen von FAS-L, FAS und FADD 
zeigten im Vergleich von gedehnter zu ungedehnter Probe keine eindeutigen 
Unterschiede, während FAS-L durch Expression eines sehr schwachen 
Bandenmusters im Western Blot überhaupt an der Grenze der Nachweisbarkeit lag. 
 
Zudem stellt sich die Frage, ob Typ II-Pneumozyten überhaupt zu einer autokrinen 
Aktivierung einer extrinsischen, also rezeptorvermittelten Apoptose in der Lage sind: 
In der hier durchgeführten Versuchsanordnung wurden Zellen des Immunsystems 
mittels Ratten-IgG aus der Zellkultur entfernt. Diese Zellen exprimieren und 
sezernieren jedoch FAS-L und können so eine extrinsische Apoptose an 
benachbarten Zellen einleiten (Krammer 2000).  
Ohne die Anwesenheit dieser immunologischen Zelle käme also lediglich die 
autokrine Stimulierung der Pneumozyten untereinander in Frage. Ob diese jedoch 
überhaupt in der Lage sind, den dafür benötigten FAS-L selbst zu exprimieren oder 
zu sezernieren, wird in der Literatur bezweifelt (Lamy et al. 2000) bzw. ist bisher nicht 
hinreichend belegt.  
 
Auch unsere Versuche konnten FAS-L als essentielles Protein einer extrinsischen, 
FAS / FAS-L vermittelten Apoptose in den untersuchten Typ II-Zellen nicht eindeutig 
nachweisen, lediglich sehr schwache Banden für FAS-L wurden nach zudem langer 
Belichtungszeit sichtbar. (s. Abb. 7). 
In humanen Lungentumorzellen (H1299) gelang es jedoch, mit Hilfe des gleichen 
Nachweissystems FAS-L nachzuweisen. Dessen Konzentration stieg zudem nach 
Apoptoseinduktion sichtbar an.  
Dies deckt sich zudem mit bisherigen Forschungsergebnissen, welche die über FAS / 
FAS-L vermittelte, extrinsische Apoptose zwischen Lungentumorzellen und 
gesundem alveolären Epithel als einen Schrittmacher des Lungenkarzinoms 






Ebenfalls wurde mehrfach beschrieben, dass löslicher oder membrangebundener 
FAS-L von Lungenmakrophagen und T-Zellen im Zuge einer inflammatorischen 
Reaktion ausgeschüttet wird und somit im weiteren Verlauf Typ II-Pneumozyten 
parakrin in die extrinsische Apoptose führt (Matute-Bello et al. 1999; Mizuta et al. 
2008). 
Es ist daher zu vermuten, dass die alveoläre Typ II-Zelle selbst keinen oder nur im 
geringen Maße FAS-L synthetisiert und so im isolierten Umfeld nicht in der Lage ist, 
durch Sekretion bzw. Exprimierung des löslichen oder membrangebundenen FAS-L 
eine autokrine, extrinsische Apoptose einzuleiten. 
 
Die in dieser Untersuchung gemachten Ergebnisse und die bisherige 
Forschungslage lassen daher den Schluss zu, dass der extrinsische Apoptoseweg 
bei aus der gesunden Rattenlunge isolierten Typ II-Pneumozyten nach mechanischer 
Dehnung in vivo nachgewiesenen Apoptose keine signifikante Rolle spielt. 
 
 
5.4 Zukünftige Studien 
 
Die bisherigen Forschungsergebnisse, auch mit Zellen anderer Gewebe, weisen 
hingegen darauf hin, dass der intrinsische Apoptoseweg die Hauptursache für den 
apoptotischen Zelltod nach einer mechanischen Dehnung darstellt (Boccafoschi et al. 
2010; Hammerschmidt et al. 2007; Hsieh und Nguyen 2005; Liao et al. 2004; Zhang 
et al. 2011).  
 
Daher sollten sich zukünftige Forschungen vermehrt auf Untersuchungen über den 
intrinsischen Apoptoseweg konzentrieren, besonders unter dem Überbegriff der 
„Mechanotransduktion“ – also die Umwandlung mechanischer Signale in zelluläre 
Vorgänge. Anknüpfungspunkte sind hier Untersuchungen wie die von Ali et al. 
(2006), die zeigten, dass eine durch Zelldehnung hervorgerufene, mechanische 






Aber auch der Fragestellung nach dem wesentlichen Verursacher der Apoptose beim 
beatmungsinduzierten Lungenschaden sollte nachgegangen werden: Entsteht die 
Apoptose auf dem Boden von inflammatorischen Zellen, welche pro-apoptotische 
Signalketten parakrin einleiten? Oder wird sie durch die o.g. mechanosensitive 
Stimulation der Zelle (direkte Scherkräfte an der Mitochondrienmembran) eingeleitet, 
ohne den Einfluss anderer Zellen? 
 
Gegenstand der pharmakologischen Forschung wäre die Entwicklung einer 
adjuvanten Pharmakotherapie, z.B. eine Verabreichung von so genannten 
Apoptoseblockern, welche derzeit schon Gegenstand der Forschung sind. 
So könnte weiterhin am bisherigen Konzept der lungenprotektiven Beatmung 
festgehalten werden, ohne die Gefahr, eine dehnungsinduzierte, apoptotische 
Lungenzellschädigung zu verursachen. 
 
Aber auch die intensivmedizinische Beatmung selbst, welche letztendlich den 
iatrogenen Lungenschaden auslöst, muss weiter Gegenstand der Forschung bleiben: 
Anknüpfungspunkt könnte hier die so genannte extrakorporale Lungenunterstützung 
sein. Hier kann die erkrankte Lunge mit Hilfe spezieller Membranoxygenatoren 
ersetzt werden, und in Folge dessen unter Beatmung lediglich kleiner Tidalvolumina 
ausheilen (Hecker et al. 2012). 
 
Schlussendlich gilt es also herauszufinden, wie man diese, durch 
intensivmedizinische Beatmung hervorgerufene Apoptose der Lungenepithelien 
beeinflussen bzw. unterdrücken kann, um beatmungsinduzierte Lungenschäden zu 
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Beatmungsinduzierte Lungenschädigung stellt eine häufige Komplikation bei der 
Behandlung von ALI / ARDS dar. Selbst kleinere, bereits als protektiv bezeichnete 
Tidalvolumina können so auf dem Boden einer bereits stark beeinträchtigten Lunge 
zur einem starken lokalen Entzündungsgeschehen im alveolären Gewebe führen, in 
dessen weiteren Verlauf es zu einer mechanisch induzierten Apoptose und Nekrose 
kommen kann. 
Die Apoptose, auch als programmierter Zelltod bezeichnet, kann auf ihrem 
extrinsischen Weg über eine Ligand / Rezeptor Interaktion ausgelöst oder gehemmt 
werden. Dies macht das Zellsterben auf molekularer Ebene in gewisser Weise 




Daher soll in dieser Arbeit untersucht werden, ob bei der mechanisch induzierten 
Apoptose von Typ II-Pneumozyten durch unphysiologische Beatmung ebenfalls 
klassische Marker einer extrinsischen Apoptose zu finden sind und welche Rolle sie 
im Prozess der dehnungsinduzierten Apoptose spielen. 
 
Diese Untersuchungen wurden an frisch isolierte Typ II-Pneumozyten aus der 
Sprague-Dawley-Ratte durchgeführt. Die Zellen wurden auf elastischen 6-Well 
Platten jeweils 24h bei unphysiologischen (Frequenz 40 / Amplitude 30) auf der 
Flexercell FX-3000 Dehnmaschine gedehnt und im Anschluss mittels ELISA und 
Western-Blot auf Marker der extrinsischen Apoptose hin untersucht. 
 
Dabei konnte eine mäßige Erhöhung der für den extrinsischen Apoptoseweg 
typischen, jedoch mit ihm nicht zwangsläufig assoziierten Caspase-8 und TNF-α 
ermittelt werden. Für die Marker FAS, FAS-L und FADD, die eindeutig für den 
extrinsischen Apoptoseweg stehen, konnte keine Konzentrationserhöhung nach 
mechanischer Dehnung nachgewiesen werden. 
 
Diese Ergebnisse, frühere Forschungsergebnisse aus unserer Forschungsgruppe 
und die weltweite Studienlagen lassen somit den Schluss zu, dass die extrinsische 
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Abb. 1) Vereinfachter Überblick über den extrinsischen und intrinsischen 
Apoptoseweg.  
 Verändert nach: Hotchkiss, R. S. and D. W. Nicholson (2006). "Apoptosis and 
caspases regulate death and inflammation in sepsis." Nat Rev Immunol 6(11): 813-
822. 
 
Abb. 2) Vereinfachte Darstellung der rezeptorvermittelten Apoptose über 
FAS/FAS-L und TNF- α. 
 Verändert nach: Straus, S. E., M. Sneller, et al. (1999). "An Inherited Disorder of 
Lymphocyte Apoptosis: The Autoimmune Lymphoproliferative Syndrome." Annals of 
Internal Medicine 130(7): 591-601. 
 
Abb. 3) Flexercell® Tension Plus™ System. 
 
Abb. 4) Screenshot der Software, grafische Darstellung der Dehnamplitude und 
–frequenz. 
 
Abb. 5) Darstellung von Dot-Plots (Annexin V-FITC-Fluoreszenz vs. Propidium 
Iodid (PI)-Fluoreszenz) zur Analyse der Zellvitalität am Beispiel 
ungedehnter Zellen, am Beispiel 24h physiologisch gedehnter Zellen 
(S20/15) und am Beispiel 24h unphysiologisch gedehnter Zellen 
(S40/30). 
 
Abb. 6) TNF–α Konzentration in einer statischen Zellkultur und nach 24h 
unphysiologischer Dehnung. 
 
Abb. 7) FAS-L-Nachweis mittels Western-Blot und Densitometrie, Typ II-
Pneumozyten und H1299 Zellen. 
 






Abb. 9) FADD-Nachweis mittels Western-Blot und Densitometrie. 
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